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INTRODUÇÃO 
 

A tecnologia de reação em cadeia da polimerase foi concebida na década de 

1980, tendo como sua maior aplicação a possibilidade de amplificar determinado segmento 

de DNA através de síntese enzimática in vitro, produzindo milhões de cópias do 

segmento específico selecionado (CARUSO, 2007; ZAHA et al., 1996). A PCR envolve 

três etapas, que constituem um ciclo básico de replicação por PCR: desnaturação  do  

DNA-molde, hibridização com “primers” que delimitarão a região de interesse a ser 

duplicada, extensão do segmento selecionado utilizando a enzima DNA-polimerase. Várias 

outras aplicações podem ser atribuídas e auxiliadas por essa técnica: a amplificação de 

um gene utilizando a PCR é uma etapa primordial para obter a quantidade de DNA 

necessária para ser aplicada na etapa de clonagem molecular, e a PCR em tempo real 

é hoje aplicada para quantificar a expressão de genes (CARUSO, 2007). 

A clonagem gênica tem objetivo de introduzir um gene selecionado dentro de 

bactérias idênticas entre si (NASCIMENTO et al., 1999) e consiste no isolamento e 

propagação de moléculas de DNA idênticas, sendo a técnica central para estabelecer o 

método da tecnologia do DNA recombinante (CARUSO, 2007). O gene amplificado 

deve ser ligado ao vetor e a molécula híbrida deve ser introduzida numa célula 

hospedeira, geralmente células bacterianas (LIMA, 2008). A manipulação de genes 

específicos utilizando transformação bacteriana contendo as moléculas de DNA 

transgene permite, ao fim das etapas, a expressão e obtenção de proteínas híbridas. 

A dengue é uma doença infecciosa aguda que constitui um dos grandes problemas 

de saúde pública no mundo e seu agente etiológico, o vírus da dengue (DENV), 

compreendem quatro sorotipos virais de importância epidemiológica (DENV-1, DENV- 

2, DENV-3 e DENV-4). O genoma do DENV 
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codifica uma única poliproteína, posteriormente clivada em sete proteínas não- estruturais 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) e três proteínas estruturais que 

constituem o vírus (proteína C do capsídeo, proteína M da membrana e proteína E 

do envelope) (CHAMBERS et al., 1990). 

O gene E, alvo principal deste trabalho, é o mais utilizado para estudos moleculares 

do DENV, devido à importância da glicoproteína E codificada por este gene (CHAMBERS 

et al., 1990; LEITMEYER et al., 1999). A proteína E é a maior proteína da superfície da 

partícula viral, com importantes funções na atividade biológica viral. Estudos sugerem 

que a proteína E é a mais indicada para escolha no diagnóstico do sorotipo viral 

(BARROS, 2007) por estar exposta na superfície do vírion, ser responsável pela interação 

com receptores celulares e representar o principal alvo dos anticorpos neutralizantes 

(JAISWAL et al., 2003), enfatizando a importância da presente pesquisa, que teve como 

objetivo  de estabelecer  técnicas para amplificação do gene E do DENV-2 e DENV-4: 

sendo estas etapas essenciais à clonagem e expressão da proteína E destes sorotipos.  

 

METODOLOGIA 
 

Para o processo de clonagem, é necessário realizar a amplificação por PCR do 

gene E de DENV-2 e DENV-4, para que se possa prosseguir com as etapas subsequentes. 

A molécula de DNA utilizada neste trabalho foi obtida da FIOCRUZ em Recife, 

contendo o gene da proteína E do DENV-2 e DENV-4, com cerca de 1500 pares de 

base. 

 

Primers e mistura de reação 

Os primers forward (F) e reverse (R) para DENV-2 e DENV-4 foram 

utilizados nas combinações abaixo: 

DENV-2:                                                                  DENV-4: 

DE2-F3R2                                                                DE4-F2R2 

DE2-F4R3                                                                DE4-F3R3 

 

É importante ressaltar que a combinação de primers DE2-F4R3 e DE4-F3R3 

inicia a síntese no gene prM (gene da glicoproteína precursora da membrana), 

externamente ao gene E (primers externos), comparado à combinação DE2-F3R2 e 

DE4-F2R2 (primers internos), que iniciam e 
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terminam a síntese diretamente no gene E. 

 

Esta técnica é denominada Nested PCR. Haja vista que seriam utilizados 

fragmentos de DNA maiores - resultantes da PCR dos primers externos – como 

template, o gene E teria mais chances de sucesso na amplificação, aumentando a 

sensibilidade da técnica.  

Todas as amplificações dos DNAs (DENV-2, DENV-4, pGEX-2T) com seus 

respectivos primers e componentes, nas devidas quantidades, ocorreram num mesmo ciclo 

de programação do termociclador: 

 
Tabela 1 - Programação dos ciclos de temperatura em termociclador da PCR, para amplificação do gene E 

da dengue e do vetor de clonagem pGEX-2T. 

 

 Início 30 ciclos Fim 

 
 
 
Temperatura 

 
 

94°C 

Desnaturação 
do DNA 

Anelamento 
dos primers 

Polimerização  
 
 
72°C 

 
 
 

4°C 
 

94°C 
 
55°C 

 
72°C 

Tempo 
(segundos) 

 
60s 

 
30s 

 
30s 

 
90s 

 
300s 

 
∞ 

 
 

Eletroforese  

Para a separação e visualização dos fragmentos amplificados pela técnica de 

PCR, realizou-se a eletroforese em gel de agarose, preparado na proporção a 1% (0,5g 

de agarose – 50 mL de tampão TAE 1x).  

 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

O  resultado  das  amplificações  por  PCR  separadas  em  gel  de  agarose  podem  

ser visualizadas na figura:  
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A tabela 2 abaixo descreve a mistura de componentes da PCR correspondente a 

cada número ilustrado na figura: 
 

Tabela 2– Mistura de componentes da PCR correspondente a cada poço, como indicado na figura 11. 
 

PCR DNA Primers Tamanho esperado 

1 DENV-2 DE2-F3R2 (internos) 1488 pb 

2 DENV-2 DE2-F4R3 (externos) 1976 pb 

3 DENV-4 DE4-F2R2 (internos) 1486 pb 

4 DENV-4 DE4-F3R3 (externos) 1546 pb 

5 e 9 pGEX-2T pGEX-F2R2 1146 pb 

6 PCR 2 DE2-F3R2 (internos) 1488 pb 

7 PCR 4 DE4-F2R2 (internos) 1486 pb 

8 Marcador - Fragmentos de tamanhos em 
pares de base e em ordem 
decrescente iguais a:  
10.000 pb; 8.000 pb; 6.000 pb; 
5.000 pb; 4.000 pb; 3.000 pb; 
2.000 pb; 1.500 pb; 1.000 pb; 
500 pb e 100 pb 
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O tamanho dos fragmentos que foram amplificados com sucesso, 

correspondem ao tamanho esperado de cada trecho. 

Nos PCR’s 6 e 7, em que foram utilizados os produtos de PCR 2 e PCR 4, 

respectivamente, como DNA template (Nested PCR) e os primers internos, houve 

produção de fragmentos de tamanhos correspondentes ao das amplificações dos PCR’s 

1 e 3 (DENV-2 e DENV-4 como template, e primers internos) nesta ordem, como 

também era esperado. 

No PCR 4 com a combinação da molécula de DNA de DENV-4 e primers 

externos, observam-se duas bandas, quando o previsto seria o aparecimento de apenas 

uma. Este resultado indica que pelo menos um dos primers fez um anelamento em local 

errôneo. 

É possível observar que no PCR 2 (Template: DENV-2, primers externos) não 

houve amplificação. Já nos PCR 1 (Template: DENV-2, primers internos) e PCR 6 

(Template: PCR 2, primers internos) obtiveram amplificação de tamanho esperado, 

embora tenham sido mais fracamente amplificados em comparação aos demais. 

Apesar dos resultados obtidos para molécula de DNA do sorotipo-2, é possível 

utilizar o produto da amplificação com os primers internos na etapa de inserção do gene E 

no vetor de clonagem. 

 
CONCLUSÕES 
 

Este trabalho estabeleceu técnicas para amplificação do gene E dos sorotipos virais 2 

e 4 da dengue. Uma vez determinadas, as técnicas da amplificação do gene E são 

imprescindíveis nas etapas de obtenção de DNA recombinante no processo de clonagem e 

expressão da proteína E da dengue. 

Outras técnicas precisam ser realizadas até expressão da proteína E, incluindo 

as etapas ligação do gene E amplificado ao plasmídeo, a transformação de bactérias com o 

vetor plasmídeo contendo o DNA recombinante, e a expressão e purificação da proteína 

E quimérica resultante do transgene, com controle da expressão em Western Blot. 
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